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A 摘要 用 15 种 限制 性 内 切 酶 和 人 28S. 185 rDNA HEHE T RES DHAKA DNA 
重复 单位 的 限制 性 内 切 栈 图谱。 在 进化 速率 较 高 的 非 转 录 间 隔 区 ， 在 大 、 中 、 小 懒 狼 中 分 别 定位 
了 23、24、24 个 酶 切 位 点 。 大 懒 狼 与 中 懒 狼 有 13 LAGI, SARA 14 个 位 点 不 同 ， 而 
中 、 小 懒 狼 间 则 只 有 一 个 位 点 的 差异 。 经 过 计算 ， 大 懒 狼 与 中 懒 狼 的 虽 传 距离 值 为 12.65%， 与 
小 懒 狼 的 差异 为 14.24%， 中 、 小 懒 狼 间 的 差异 则 仅 为 0.71%。 结 合 形态 学 、 细 胞 学 、 线 粒 体 
DNA 和 前 人 在 其 它 动物 类 群 中 +DNA 变异 的 数据 表明 ， 懒 狼 属 内 似 只 有 两 个 有 效 物种 ， 即 大 懒 
狼 和 小 懒 狼 ， 中 懒 狼 与 小 懒 狼 的 分 化 至 多 到 半 种 级 别 。 
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HEJA (Nycticebus ) 在 分 类 上 属于 有 眼镜 猴 科 (Lorisidae)， 其 属 内 关系 一 直 存 在 着 
Sit. Hill (1953》 只 识别 出 1 CAF, BD AR CN. coucang ). 2 FA 10 个 亚 
种 。Dao ( 1960) 从 来 自 越南 北部 的 标本 中 又 描述 了 1 个 新 种 ， 中 懒 狼 
(N. intermedius )。Groves 《1971》 则 认为 情 猴 属 只 有 两 个 有 效 种 ， 但 不 是 大 懒 猴 和 中 懒 
He, Toth Kk ae Al aR N. pyemeaus )， 中 二 猴 只 是 小 懒 猴 的 成 体 。 新 近 一 些 作 者 
CERERE, MAZID 认为 中 懒 猴 和 小 懒 狼 在 体重 、 毛 发 和 疹 纹 等 方面 已 存在 明显 差别 ， 
倾向 于 认为 中 刁 猴 应 是 区 别 于 小 司 猴 的 不 同 分 类 群 。Zhang 等 (1993, 1994) 基于 线 粒 
E DNA 的 变异 倩 况 指出 ， 懒 获 属 包含 两 个 有 效 物 种 ， 即 大 情 猴 和 小 懒 多 ， 所 谓 的 中 懒 
猴 催 应 归 和 人 小 情 狼 中 ， 人 以 核 外 基因 组 的 角度 对 懒 狼 属 内 的 分 类 问题 提出 了 新 的 见解 ， 也 使 
这 一 争论 更 显得 扑朔迷离 。 

核糖 体 DNA (ribosomal DNA. rDNA) 是 一 类 中 等 重复 的 DNA 序列 ， 每 个 重复 
单元 (repetype》 由 非 转 录 间 隔 区 (non-transcribed spacer, NTS)、 转 录 间 隔 区 (inter- 
nal transcribed spacer, ITS) 和 3 种 RNA (18S RNA, 5.8S RNA, 28S RNA) 基因 
编码 区 组 成 。 这 3 个 区 域 的 DNA 序列 有 不 同 的 进化 速率 ， 编 码 区 非 沼 保 守 ， 适 合 于 构建 
生命 系统 树 的 基部 分 枝 : 转录 间隔 区 则 中 度 保守 ， 适 合 于 推断 50 x 10 年 前 左右 的 事 
fF; 韭 转录 间隔 区 则 进化 速 论 较 快 ， 适 合 于 种 间 关 系 的 研究 Appels 等 ，1986; Hillis 
等 ，1986)。 更 为 重要 的 是 ，DNA 以 一 种 协同 的 方式 进化 ， 在 个 体内 和 群体 内 有 着 较 好 
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的 均 质 性 ， 这 一 方面 使 得 来 自 一 个 个 体 的 DNA 样品 在 用 于 限制 性 片段 长 府 多 态 性 
(RFLP) 检测 时 清晰 明了 、 同 时 也 使 少量 个 体 的 抽样 就 能 有 效 地 代表 其 来 源 群体 的 DNA 
变异 情况 (Dover 等 ，1981; Hillis 等 ，1986)。 此 外 ，DNA 重复 单位 的 大 小 还 正好 在 
RFLP 易于 检测 的 范围 之 内 (Komonami 等 ，1981; Hilis 等 ，1986)。 上 述 特 点 使 
rDNA 成 为 生物 系统 进化 研究 中 的 一 个 有 用 遗传 指标 ， 并 已 在 不 少 动物 类 和 群 的 系统 进化 
和 分 类 研究 中 得 到 了 有 效应 用 (Hilis $, 1986: Suzuki %, 1990; David 等 ， 1992)。 
本 文革 在 分 析 3 种 司 钦 的 rDNA 变异 情况 、 从 核 DNA ARR RAM BROILER 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 

RPA, RR, PPR AH, HRI 只 ， 来 自 越南 。 
1.2 DNA 提取 和 Southern 守 交 

总 DNA 依照 我 室 改 进 的 方法 从 实验 动物 的 内 脏 组 织 中 提取 { 王 文 等 ，1994);。 各 
DNA 样品 约 2 wg 分别 用 Apal, BamH I, Bcll, Agill. BstEll. Dral, EcoRI, 
Hpal, Hind, Kmi, PstI, Pvul, Sacl, Siul, Xbal 等 15 种 限制 性 内 切 酶 消 
it, DNA FBA 0.7 *MPRIERRR HKD Ba, Wawa Southern 转移 方 尘 
(Sambrook $., 1989) 将 DNA 转移 至 尼龙 膜 上 ， 尼 龙 膜 置 1200 HH 15—30 min。 本 
研究 使 用 的 探 针 为 人 18S rDNA 和 28S rDNA 的 片段 克星， 克隆 名 称 分 别 为 pHr21Aa 
和 pHrEP, AHA JCRB 基因 库 获 得 。 探 针 用 地 高 辛 〈Digoxinenin) trid. ARR. R 
制 性 内 切 酶 和 地 高 辛 标记 检测 试剂 盒 均 购 自 Boehringer-Mannheim 会 司 。 标 记 和 检测 操 
作 按 该 公司 的 核酸 标记 和 检测 试剂 盒 中 推荐 的 方 靶 进行 。 同 一 张 膜 进行 第 2 个 探 针 杂交 前 
先 经 如 下 处 理 ， 用 S6 的 二 甲 基 甲 酰胺 脱 至 无 色 ， 蒸 留 水 漂洗 后 ， 在 0.2mol/ LNaOH 
和 0.1%SDS 溶液 中 于 37 CHRIS g 30 min, 2XSSC MM 3 次 ， 每 次 15 min。 之 后 即 可 
按 推荐 的 方法 进行 杂交 和 显 色 。 显 示 出 的 结果 可 用 复印 机 记录 ， 留 待 分 析 。 
1.3 限制 性 图 谱 的 构建 和 数据 分 析 r 

itchy rDNA 的 转录 区 序列 具有 较 高 的 保守 性 ， 依 据 前 人 工作 中 已 确定 的 保守 位 
点 (Cortadas 等 ，1982，Suzuki #, 1990; Hillis 等 ，1986)， 结 合适 当 的 单 、 双 酶 解 ， 
Hes Meet DNA 重复 单元 的 限制 性 内 切 酶 图 庶 。 由 于 本 属 只 有 3 个 分 类 元 ， 进 行 
构 择 分 析 意 疼 不 大 ， 我 们 仅 只 分 析 了 各 分 类 元 间 位 点 差异 的 程度 ， 并 计算 了 遗传 距离 。 遗 
传 距离 的 计算 按 Nei 和 Li (1979) 提出 的 位 点 法 进行 。 


2 结果 与 讨论 


STK MIR TAA ZS BM rDNA 重复 型 、3 个 物种 则 分 别 有 自 己 独特 
的 重复 型 (图 1)。 

图 1 中 28S rRNA 基因 编码 区 上 的 两 个 4pa 工 位 点 为 本 研究 中 首次 定 出 。 在 提供 信 
BJERRE (NTS E, KAREE 23 个 醇 切 位 点 ， 中 ， 小 情 猴 得 到 24 个 位 
Ao KES PRA 13 个 位 点 不 同 ， 与 小 堪 钦 有 14 个 位 点 的 差异 ;而 中 、 小 情 苞 之 间 
则 只 有 1 个 位 点 不 同 。 我 们 在 灵 长 类 其 它 类 群 中 得 到 的 数据 显示 ， 同 属 不 同 物种 间 的 位 点 
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差异 往往 在 3 一 5 个 位 点 之 间 《 王 文 等 。 未 发 表 数 据 )， 其 它 种 属 的 结果 也 大 和 致 与 此 相 类 
(Suzuki 3, 1990: Hillis 等 ，1986)。 从 位 点 差异 许 看 来 、 大 懒 猴 与 中 、 小 冉 猴 的 遗传 分 
化 已 十 分 明显 ， 但 中 、 小 情 猴 间 的 差别 却 很 微小 。 

通过 片段 共享 度 ， 我 们 计算 了 3 个 种 间 的 遗传 距离 。 大 、 中 情 猴 间 的 遗传 距离 值 为 
12.65%, K. ARRA 14.24%， 中 、 小 司 钦 间 则 仅 为 0.71%。 这 种 差异 乌有 趣味 。 
ERER., E DNA 遗传 距离 值 平 均 为 0.8%, MRR Muntiacus) 是 一 个 非常 年 
轻 的 类 群 (MAS, 1993), WR (Apodemus) 内 物种 间 遗 传 距离 约 为 7.0% (Suzuki 
等 ，1990)， 而 属于 两 个 不 同 超 科 的 人 与 日 本 猴 间 的 差距 则 为 7.3%。 这 些 数 据 提示 ， 懒 
锋 属 内 的 大 懒 猴 与 其 它 两 种 懒 夕 的 分 化 已 非常 显著 ， 如 果 从 人 遗传 差异 的 数量 级 看 ， 革 程度 
甚至 超出 了 属 的 范围 ， 但 中 、 小 懒 猴 间 分 化 则 很 小 ， 由 于 本 研究 中 、 小 懒 猴 都 只 有 一 个 受 
斌 个体 ， 我 们 不 能 确定 这 一 微小 差别 是 起 源 于 偶然 突变 ， 还 是 归 因 于 半 种 级 的 差别 。 但 
是 ， 有 一 点 是 肯定 的 、 即 如 果 中 、 小 懒 猴 间 确 已 产生 分 化 ， 那 其 分 化 的 时 间 也 是 非常 晚 
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图 1] MER 3 Pe rDNA 重复 型 的 限制 性 内 切 酶 图 庶 
Fig. 1 Restriction maps of ribosomal DNA repetypes of three putative slow lorises species 
Mikal TERE ATER fe BC Arrows show the overlapped regions with the two probes). 
Nic BARBI CN coucang), Nia PRR ON, intermedius, Nip oR ON, pygmaeus), 
A=4Apal. B=BamH I. D=Dral. E=EceRI. F=Hpal, 
G= Bail, H= Rindi, K=Kp I, L= Bill. P=Psl. 
S= 8m ], TBE, U= Siul, Y=Prul, X= Xba) - 


Groves (1971) HHH: “A. AFR RARE KERERE R9 AH. BES 
特征 上 已 有 强烈 分 化 ， 它 们 应 已 产生 生殖 隔离 ,” 他 还 基于 14b EKMAR mE, P 
懒 夕 只 是 小 情 猴 的 成 体 ， 它 们 之 间 设 有 质 的 区 别 。Zhang (1994) 在 染色 体 水 平 的 研 
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究 也 发 现 ， 大 懒 狼 与 其 它 两 种 懒 猴 在 核 型 特征 ， 尤 其 是 核 仁 组 织 者 (NORs》 上 差别 比 后 
两 者 间 的 要 大 得 多 。 在 线粒体 DNA 方面 ,大 懒 猴 与 中 、 小 懒 猴 的 差别 也 要 比 中 、 小 懒 猴 
间 的 差别 大 5 倍 多 (Zhang F, 1993). SEAR, BABA. MF. Bowie 
DNA 和 核 内 rDNA 等 多 方面 的 数据 ， 我 们 倾向 于 认为 ， 懒 狼 属 内 应 只 有 两 个 已 达 完 全 生 
殖 隔 离 的 有 效 物种 ， 即 大 籁 猴 和 小 懒 狼 ， 它 们 间 已 产生 了 强烈 的 分 化 ， 而 中 懒 猴 则 可 能 与 
小 懒 锋 还 未 形成 生效 隔离 ， 商 不 是 一 个 有 效 的 物种 。 
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INTERSPECIFIC DIFFERENTIATION OF THE SLOW LORISES 
(GENUS Nycticebus) INFERRED FROM RIBOSOMAL 
DNA RESTRICTION MAPS 


Wang Wen Su Bing Lan Hong Liu Ruiqing Zhu Chunling 
Nie Wenhui Chen Yuze Zhang Yaping 
(Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, 


the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223) 
Abstract 


Restriction maps of ribosomal DNA repetypes of the three putative slow lorises 
species. Nycticebus coucang, N. intermedius and N. pygmaeus, were constructed with 15 re- 
striction endonucleases and 285, 185 rDNA probes cloned from human. The site numbers 
mapped on the non-transcribed spacers for N. coucang, N. intermedius, and N. 
pygmaeus, were 23, 24, and 24 respectively. N. coucang differs from N. intermidius at 13 
sites, and 14 sites from N. pygmaeus. There are only one site difference between 
N. intermedius and N. pygmaeus. The sequence divergence between N. coucang and 
N. intermedius was estimated as 12.65%, and that between the former and N. pygmaeus 
was 14.24%. However, N. intermedius and N. pygmaeus have only 0.71% sequence diver- 
gence. Integrating information from morphology, karyotype, mitochondrial! DNA and 
tibosomal DNA variation, we refer to the hypothesis that there are two valid species in the 
genus Nycticebus, namely, N. coucang and N. pygmaeus while N. intermedius may be at 
the level of semispecies of N. pygmaeus at the most. The giant difference between 
N. coucang and N. pygmaeus implies that the former has strongly diverged from the latter. 

Key words Nycticebus, Ribosomal DNA (rDNA), Interspecific differentiation 


